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©La presente invention concerne de nouveaux medica- 
ments caracterises en ce qu'ils component au moins une 
sequence de la sous unite B, de la toxine cholenque, ladite 
sequence comportant au moins une arginine en 35, 67 ou 73 
^ de ladite sous unite. 

Elle concerne egelement les polypeptides de synthese 
^ constitue par ladite sequence. 
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Polypeptides de s ynthese contenant au moins une sequence de la sous 
unite Bj de la toxine cholerique et medicaments les contenant. 



La presente invention concerne un medicament contenant 
au moins une sequence de la sous unite B, de la toxine cholerique. Elle 
5 concerne egalement les polypeptides de synthese constitues par une 
telle sequence. 

On sait que la toxine cholerique est constituee de deux 
sous unites A et B, B etant elle-meme constituee de 5 sous unites dites 
Bj.^Chaque sous unite B } contient 103 acides amines dont 1 Whaxnement 
10 est le suivant : 

Thr-Pro-Gln-Asn-He-Thr-Asp-Leu-Cys-Ala-Glu-Tyr-His-Asn- 

Thr-Gln-Ile-Kis-Thr-Leu-Asn-Asn-Lys-Ile-Phe-Ser-Tyr-Thr- 

15 Glu-Ser-Leu-Ala-Gly-Lys-Arg-Glu-Met-Ala-Ile-Ile-Thr- 



20 



25 



30 



50 



Phe-Lys-Asn-Gly-Ala-Thr-Phe-Glu-Val-Glu-Val-Pro-Gly- 

60 

Ser-Gln-His-Ile-Asp-Ser-Gln-Lys-Lys-Ala-Ile-Glu-Arg- 

70 SO 
Me t-Ly s-As n-Thr-Le u-Ar g- 1 1 e- Al a-Ty r-Le u-Th r-G 1 u-A 1 a- 

90 

Lys-Val-Glu-Lys-Leu-Cys-Val-Trp-Asn-Asn-Lvs-Thr-Pro- 

I 00 

His-Ala-Ile-Ala-Ala-Ile-Ser-Met-Ala-Asn. 
Pour plus de details sur la structure de ces sous uni- 
tes B^ on pourra se referer a 1' article de Chun-Yen LAI, intitule : 
"Determination of the Primary Structure of Cholera Toxin B Subunit" 
dans ''The Journal of biological Chsrdstry 252, 20, 7249-7256, 1977. 

On sait egalement cue, lors ae 1 'action de la toxine cho- 
lerique, ladite sous unite S joue le role ce fragment ce fixation ce 
la toxine sur les TEeirbrar.es des cellules et que l ? unitS A apt sor 
cetce cellule pour y e:;ercer une action r.^rive. 

A cet effet, on peut citer notamment : 

- le brevet francais 75 16 706 publie sous le numero 

2 395 030, 

- 1 'article de Jan HOLMGREN, intitule "Actions of Chole- 
ra toxin and the prevention an treatment of cholera" dans "Nature" 

35 Vol. 292, 30 juillet 1981 p. 413-417, 
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- 1' article de Jan HOLMGREN et al. intitulg "Develop- 
ment of improved cholera vaccine based on subunit toxoid" dans 
"Nature" Vol. 269, 13 octobre 1977 p. 602-604. 

On a dejl tente de fractionner la toxine cholerique en 
ses deux sous unites mais cette operation est delicate et couteuse. 
Cependant, elle a permis de mettre en evidence le fait que, dans le 
mecanisme de fixation de la toxine sur les parois des cellules, les 
Arginines en 35, 67 et 73 de la sous unite Bj semblaient jouer, du 
fait de leur existence et de leur environnement, un role tres impor- 
tant (L.K. DUFFY et S.Y. LAI - Biochem. Biophys. Res. Com. 91 nuroero 
3 1005 (1979)). 

II a Ste trouve,et c'est la l'objet de la presente in- 
vention, que les medicaments contenant, comme principe actif , un poly- 
peptide constitue par au moins une sequence de la sous unite Bj de la 
15 toxine cholerique contenant au moins une Arginine en 35, 67 ou 73 
avaient une efficacite certaine centre 1 'infection de l'organisme 
par tout microorganisme sensible, en parti culier Vibrio cholerae et 
Escherichia coli. Selon l'invention on appelle "sequence de la sous 
unite Bj de la toxine cholerique" une suite d'acides amines reprodui- 
sant la suite des acides amines rencontres dans ladite toxine chole- 
rique. Compte tenu du role specifique que l'on est amene a attribuer 
a l'Arginine en 35, 67 ou 73 de ladite suite, ladite sequence doit re- 
produce aussi exactement que possible la configuration dans la suite 
des acides amines que l'on rencontre, dans la sous unite Bj de la toxi- 
ne cholerique, au voisinage immediat de ces Arginines. On peut admettre 
que, pour les acides amines situes assez loin, dans la chaine, desdites 
arginines, certaines modifications, par exemple remplacement d'un acide 
amine par un acide amine considere comme equivalent ou modification 
(par exemple esterif ication) des fonctions laterales des acides amines, 
30 sont convenables. 

II convient, selon l'invention, que la sequence utilisee 
soit suffisamment longue pour qu'elle reproduise les proprietes de fixa- 
tion de la sous unite B, mais cependant qu'elle soit' "suffisamment courte 
pour pouvoir etre synthetisee dans des conditions acceptables. Ainsi, 
si l'on peut utiliser un polypeptide dont la sequence -d'acides amines 
correspond a la sequence 20-75 de la sous unite B,, il peut etre 
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preferable d'utiliser un polypeptide de sequence 30-50 ou de sequence 
50-75 de cetce sous unite. On peut egalement employer simultanement , 
dans le meme medicament, ces deux sequences. De plus, il importe que 
le polypeptide selon 1 'invention soit suf f isamment hydrophile pour 
5 etre un bon immunogene. 

Les sequences preferees utilisables selon l'invention 
sont done les suivantes : 

- sequence 30-50 : 

H 2 N . Ser-Leu-Ala-Gly-Lys-Arg-Glu-Met-Ala-Ile-Ile-Thr- 
10 30 35 40 

Phe-Ly s-Asn-G ly- Al a-Th r-Phe-Gl u- Va 1-C00H 
45 50 

- seauence 50-75 : 

ri-N.Val-Glu- Val-Pro-Gly-Ser-Gln-His-Ile-Asp-Ser-Gln- 
15 55 60 

Lys-Lys-Ala-Ile-Glu-Arg-Met-Lys-Asn-Thr-Leu-Are-Ile- 
65 70 

Ala-COOH. 

75 

et la sequence 30-75. 

20 Dans les polypeptides de l'invention, les acides amines 

ont de preference tous la configuration L. 

Les polypeptides de l'invention sont obtenus par syn- 
thase en phase solide avec utilisation des agents protecteurs et des 
agents de couplage couramment mis en oeuvre dans la synthase peptidi- 
que. La purification des polypeptides selon l'invention peut etre 
realisee par filtration sur gel et resine echangeuse d'ions. Un exemple 
de purification est donne dans les exemples illustratifs ci-apres. 

On a pu montrer que le role de ces principes actifs 
etaient d'une part, en se fixant sur certaines cellules, de pouvoir 
entrer en competition avec les autres molecules nocives qui presentent 
30 un mode de fixation voisin et d'eviter ladite fixation de ces molecules 
nocives et, d* autre part, de provoquer la secretion de certains anti- 
corps bloquants. Le medicament selon l'invention sera done actif vis- 
a-vis de tout microorganisme dont l'action peut etre combattue par 
l'un ou l'autre de ces mecanismes. 11 a ete trouve notamment que, de 
35 facon tout a fait naturelle, le medicament selon l'invention etait 
utilisable comme medicament curatif ou, de preference, comrae vaccin 
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pour la protection centre le cholera^ et contre les infections animales 
ou huraaines provenant de faction d 'Escherischia Coli (enterotoxine LT) 
Le medicament peut etre utilise par voie orale, intraperi- 
toneal sous cutanee ou intraveineuse . Dans le cas d'un vaccin, le 
nombre total des acides amines de la sequence sera de preference de 
I'ordre de 15 a 30 unites lorsque le peptide est injecte sans porteur 
naturel ou synthetique d 'immunisation . 

Les sequences selon 1 'invention ne sont pas toxiques aux 
doses normales puisque des souris ont pu recevoir sans presenter des 
signes graves des doses d' environ 100 microgrammes de produit actif 
par animal et que des lapins ont pu recevoir avec les memes resultats 
1 milligramme, par animal, de principe actif. 

Les essais pharmacologiques laissent a penser que les me- 
dicaments selon I'invention devraient contenir, par prise unitaire* 
de 50 a" 500 mg de principe actif pour un medicament et de 1 a 10 mg 
de principe actif pour un vaccin. 

Les exemples non limitatifs suivants illustrent I'inven- 
tion : 
Exemple 1 

Principe de synthese des sequences selon I'invention : 

On ne donne que les principes generaux de la synthese uti- 
lisee puisqu'il s'agit d'une application de methode connue de synthese 
des peptides. 
1 ° support solide 

25 Pour obtenir les polypeptides sous forme de carboxy-termi- 

nal libre, on a utilise, comme support, le chloromethyl-polystyrene 
reticule a 1 % avec du divinyl-benzene* 
2 ° Protection des fonctions des acides amines 

La fonction c* aminee est protegee par le tertiobutyloxy- 
carbonyle ; les fonctions laterales sont protegees par les groupes 
suivants : Nitro pour le guanidyle de l'Arginine, Ester benzylique 
pour les £ et ^carboxyles des acides aspartique et glutamique, 2- 
chlorocarbo-benzoxy pour l'£ -amine de la Lysine, benzyl-ether pour 
les hydroxyles de la Serine et de la Threonine, le tosy'le pour 1'imi- 
35 dazole de l'histidine. 




10 



15 



0095426 



3° Agent de couplage 

Chacun des acides amines est couple avec un melange 
equiraoleculaire de dicyclohexy Icarbodiimi de et de 1 -hydroxybenzotria- 
zole, en utilisant comme solvant de couplage le melange chlorure de 
methylene/dimethylformamide (1:1 en volume). La totalite du couplage 
est controlee par un test a la ninhydrine. 

Apres chaque couplage, on elimine 1 'agent protecteur de 
la fonction aminee par traitement a l'aide du melange acide trifluoro- 
acetique/chlorure de methylene (30: 100 en volume - 30 mn) puis neutra- 
lisation a l'aide de diisopropylethylamine dans du chlorure de methy- 
lene (10:90 en volume - 10 mn) . Apres addition de methionine, on ajou- 
te au melange acide trif luoroac£tique/CH 2 Cl 2 1 % du melange reducteur 
ethane : dithiol (1 :2) . 
4° Coupure du peptide 

A la fin de la syn these le peptide est coupe du poly- 
mere par action de l f acide f luorhydrique liquide. 
5° Purification 

Les peptides sont purifies par filtration sur gel. La 
purification est affinee par chromatographic echangeuse d'ions a l'aide 
20 d'un gradient de conductivity. 
6° ContrSle de purete 

Elle est effectuee par analyse d' acides amines apres 
hydrolyse acide et par electrophorese en milieu sodium dodecy Isulf ate 
sur gel de polyacrylamide . 
25 La purification des polypeptides 30-50 et 50-75 a ete 

rSalis3e -selon le mode operatoire ci-apr£s : 
A - filtration sur gel 

On a utilise comme gel, le produit connu sous la deno- 
mination commerciale "BI0GEL P 4" et comme eluant 1 'acide acetique 1 M. 
La detection a ete effectuee aux UV (a 254 et 280 mn) et par radioacti- 
vite, auquel cas on fixe sur le N-terminal du polypeptide synthetise 
de la 14 C Alanine. 

Les caracteris tiques de filtration utilisees pour les 
deux sequences sont celles indiquees ci-apres : 
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Polypeptide de sequence 30-50 

- colonne de 100 cm de hauteur, 5 cm de diametre, 

- temperature 20°C 

- volume de chaque fonction recueillie : 10 ml 

- vitesse d'elution : 4 fractions a l'heure. 

On a receuilli le volume d'elution entre 650-800 ml. 
Polypeptide de sequence 50-75 

- colonne de 100 cm de hauteur, 2,5 cm de diametre 

- temperature 4°C 

- volume de chaque fraction recueillie : 6 ml 

- vitesse d'elution : 4 fractions a l'heure. 

On a recueilli le volume d'elution entre 180-300 ml, 
B " Chromatographic sur resine echangeuse d'ions 

Les peptides recueillis apres lyophilisati on des volu- 
mes d'elution ont ensuite ete chromatographies sur une colonne de "car- 
boxymethylcellulose CM 32 (diametre : 2 cm, hauteur : 4 cm) avec comme 
eluant (gradient lineaire) : 

1) acetate d f ammonium 1,6 mS pH 4 

2) acetate d'ammonium 15,7 mS pH 5,5, 

la vitesse d'elution etant de 4 fractions de 5ml par heure. 

Le polypeptide 30-50 a elue a 7 mS et le polypeptide 
50-75 a elue a 6 mS. 
C - Filtration sur ^el 

On a ensuite effectue une filtration sur BI0GEL P 2 des 
produits recueillis apres chromatographie (colonne de 100 cm de hauteur 
et 1 cm de diametre). 

L'elution a ete effectuee avec de I'acide acetique 1 M 
(vitesse d'elution : 10,5 ml/h) . On a recueilli les fractions entre 
87-133 ml. 

L'homogeneite des produits ainsi purifies a ete contro- 
lee par chromatographie en couche mince (Si0 2 - eluant : butanol/eau/ 
acide acetique 4:1;]) 

Le polypeptide 50-75 a donne un R f de 0,22 et le poly- 
polypeptide 30-50, un R f de 0,31. 
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Par ailleurs, les polypeptides ainsi obtenus ont donne 
une seule bande sur gel de polyacrylamide a 15 % de reticulation 
(pH 4,3 et pH 8,9). 

En chromatolographie liquide haute performance (rem- 
plissage : y Bondapack C 18), les polypeptides 30-50 et 50-75 ont 
donne les temps de retention suivants : 

Polypeptide 30-50 : temps de retention 29 mn avec le systeme de sol- 
vant ci-apres : 

A. acide heptaf luorobutyrique : eau 0,13 : 99,87 v/v 

B. acide heptaf luorobutyrirjue :n-propanol, 0,13 : 
99,87 v/v 

gradient B: 20 % a 45 % en une heure. 

Polypeptide 50-75 : temps de retention 16 mn avec le systeme de solvants 
ci-apres : 

A. acetate de NH^ 0,05 M/CH 3 CN (95 : 5 v/v) 

B. acetate de NH^ 0,05 M/CH 3 CN (5 : 95 v/v) 
gradient B : 20 % a 80 Z en 30 minutes. 

L' analyse des acides amines des polypeptides 30-50 et 
50-75, effectuee par hydrolyse acide en 48 heures a 1 10°C, a l'aide 
d'acide chlorydrique 6 N + mercap to-ethanol 0,2 2, a donne les resul- 
tats ci-apres : 
Polypeptide 30-50 

Acide amine (calcule) trouve : 

Ala(3).3 / 09.Arg(l), Q 97.Asp(l),i /3 9,Glu(2).2 / 43 
Gly (2).2 I 04,lle(2).1,78.Leu(1)i, L ys(2).1 86 

1et(1) / o / 79,Phe(2),2.Ser(l),i,Thr(2).1 / 99,Va!( , 1).1,12 
Polypeptide 50-75 

Ala(3),3 ; 09.Arg(2).2 > 12.Asp(2).2 / 33,G!u(4).4 / 17 
Gly( 1 ).1 ,08. His( 1*0,82. Ile(3). 3,28. Leu(1). 1,06. 
Lys(3).3, 1 1,Met(1) i 0 / 85.Ser(2).1 y 67.Thr(1). 1.03. 
VaKD.1,81. 
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De la meme maniere, on a synthgtise le polypeptide 

le par It 

lerique, 



constitue par la sequence 30-75 de la sous unite B' de la toxine cho- 



Les acides amines des polypeptides 30-50 , 50-75 et 
5 30-75 qui ont ete synthetises comme indique ci-dessus avaient tous 
la configuration L. 
Exerople 2 

Pour tester les produits synthetises (sequences 30-50 
et 50-75), on a realise les essais suivants : 
10 i ° Fixation sur les erythrocytes d'homme et de rat 

La liaison des fragments 30-50, 50-75 et de trois pep- 
tides temoins radioactifs a ete testee sur les globules rouges- La 
mesure de la radioactivi te libre dans le surnageant ou fixee sur les 
globules rouges a revile que le fragment 30-50 se fixe de facon signi- 
15 ficative et davantage que le fragment 50-75. 

2 ° competition de fixation avec la toxine totale sur les souches Y j 
( cellules de turoeur surrenales de souris ) 

Le fragment 30-50 utilise a raison de 10~ 6 moles inhi- 

be totalement la production de corticoides induites par 1 'action de la 

— 9 

20 toxine cholerique (10 molaire) sur ces cellules. 
3° Proprietes antigeniques 

La sequence 50-75 injectee par voie sous-cutanee a des 
lapins sans adjuvant ni porteur a entraine rapidement la production 
d'anticorps qui procurent au serum un pouvoir vibriolytique jusqu'a 
une dilution de 1/360. Cette meme sequence injectee 3 fois a 4 jours 
de distance par voie intraperi toneale ou buccale a des souris a induit 
des anticorps reconnaissant la toxine cholerique jusqu f a une dilution 
superieure au 1/2000 (test ELISA) • Le pouvoir vibriolytique des serums 
des souris persiste jusqu f au 1/3000 chez les animaux immunises par voie 
buccale et jusqu'au 1/6000 chez ceux immunises par voie intraperi toneale . 

Tous les animaux immunises possedent une bonne protec- 
tion contre 1 'action du vibrion cholerique toxinogene et contre la 
toxine cholerique dans I'epreuve de I'anse ligaturee decrite ci-apres : 

- des souris *C 57 black" ont ete immunisees per os 
avec de la toxine cholerique (5y«g) ou du polypeptide 50-75 (5yu g ) aux 
jours J, J + 10, J + 16, J + 22 et J + 28. Chaque souris a ete operee 
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sous legere anesthesie a I'ether ; environ 10 cm de l'ileon ont ete 
ligatures a 5 cm du pylore et l^Mg de toxine cholerique dans 100^1 
de tampon a ete injecte (tampon : 0,05 M tris HC1, 0,2 M NaCl, 0,003 M 
Na N 3 , 0,001 M Na 2 EDTA pH 7,5). 
5 Quatre heures apres cette injection les animaux ont ete 

sacrifies, 1'anse a ete dissequee et mesuree (L en cm) et pesee (P en g) 
Les resultats obtenus sont : 



10 


TOXINE CHOLERIQUE 


POLYPEPTIDE 


50-75 




LONGUEUR 
cm 


POIDS 
g 


P0IDS/L0NGUEUR 


LONGUEUR 
cm 


POIDS 
g 


P0IDS/L0NGUEUR 


15 


9 


1,72 


0,191 


10 


0,795 


0,079 




9,5 


2,23 


0,234 


9,5 


1 ,505 


0,158 




9 


1,895 


0,210 


8 


0,4 


0,05 




9,5 


1,76 


0, 185 


8 


0,915 


0,114 




10 


2,134 


0,213 


7 


0,350 


0,05 


20 


10,5 


2,09 


0,199 









On a trouve par ailleurs, que les anticorps anti-toxine 
cholerique ne reconnaissent pas les fragments 30-50 et 50-75, mais 

25 que les anticorps anti-polypeptide 30-50 ou 50-75 reconnaissent les 

sequences qui les ont engendres , la toxine, les sous unites B et A et 
1 'enterotoxine LT d'Escherichia Coli. 

Les resultats ci-dessus ont ete mis en evidence par deter- 
mination du taux de dilution de serum reconnaissant encore l ? antigene 

30 adsorbe sur une plaque ELISA (ledit antigene etant la toxine choleri- 
que, LT Escherischia Coli, la sous unite A et la sous unite B de la 
toxine cholerique). Dans ces essais, chaque puits des plaques ELISA 
et le dosage a ete revetu de 0,25 ug de l'un des antigenes ci-dessus 
et le dosage a ete effectue avec des anticorps de chevre marques a la - 

35 peroxidase, lesdits anticorps de chevre etant diriges contre les anti- 
corps totaux de souris. 
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Les serums a tester ont ete obtenus par immunisation de 
souris per os ou par voie intraperi toneale selon le protocole ci- 
apres avec le polypeptide 30-50 ou 50-75 : 

- immunisation per os : une immunisation (2 jJ% ou 5yug de 
polypeptide dans lOO^u 1 du tampon constitue par le melange 1 : 1 (en 
volume) de : 

A. bicarbonate de sodium (100 g/L) et de 

B. NaCl (8,18 g/L), P0 4 H Na 2 12 H 2 0 / (16,71 g/L) 
P0 4 H 2 K (1,19 g/L) 

saignee 8 jours apres. 

- immunisation intraperi toneale : 2 ou 5 ^ug de polypeptide 
dans du serum physiologique ; deux immunisations a 15 jours d'interval- 
le et rappel un mois apres; saignee huit jours apres le rappel. 

Les resultats obtenus sont consignes dans le tableau ci- 

aures : 



1 

SERUM DE SOURIS 
IHMUNISEES AVEC 


ANT I GENE (0,25^ g par puic* de plaque ELISA) 


t 


Sous unite A 


Sous unite B 


Toxine cholerique 


LT ESCHERICHIA 
C0LI 


30-50 per os 
30-50 i.p. 


1/2 000 
1/500 


C=!0 
1/80 


I/6O0 
1/iOG 


1/800 
1/300 


50-75 per os 
50-75 i.p. 


l/l 500 
1/1 200 


1/120 
1/160 


1/900 
1/300 


1/600 
1/300 
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REVENDICATIONS 



l * Medicaments caracterises en ce qu'ils comportent au moins 

une sequence de la sous unite Bj de la toxine cholerique, ladite se- 
quence comportant au moins une arginine en 35, 67 ou 73 de ladite sous 
unite. 

5 2 * Medicaments selon la revendication 1, caracterises en ce 

que ladite sequence est choisie parmi les sequences 30-50 et 50-75 de 
ladite sous unite, 

3* Medicaments selon 1 Vune des re vendi cations 1 et 2, caracte- 

rises en ce qu'ils contiennent de 50 a 500 mg de ladite sequence. 
10 Medicament selon l'une quelconque des revendi cations 1 a 

3, caracterise en ce qu'il est un vaccin. 

5 * A titre de nouveau produit, le polypeptide constitue par au 

moins une sequence de la sous unite Bj de la toxine cholerique, ladite 
sequence comportant au moins une arginine en 35, 67 ou 73 de ladite 
J 5 sous unite. 

6 - Polypeptide selon la revendication 5, caracterise en ce 

qu T il est constitue par la sequence 30-50 : H^N.Ser-Leu-Ala-Gly-Lys- 

30 

Arg-Glu-Met-Ala-Ile-Ile-Thr-Phe-Lys-Asn-Gly-Ala-Thr-Phe-Glu-Val-COOH 
2Q 35 40 45 50 

7 * Polypeptide selon la revendication 5, caracterise en ce 

qu T il est constitue par la sequence 50-75 : H.N.Val-Glu-Val-Pro-Gly- 

Ser-Gln-His-Ile-Asp-Ser-Gln-Lys-Lys-Ala-Ile-Glu-Arg-Met-Lys-Asn-Thr- 
55 60 65 70 

25 Le u-Arg-I le-Al a-COOH 

75 

8 ' Polypeptide selon la revendication 5, caracterise en ce 

qu f il est constitue par la sequence 30-75 # 
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